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Os autores estudaram o efeito de baixas doses de radiaçªo de elØtrons na atividade de fosfodiesterases presentes no te-
cido de granulaçªo, induzido por esponja de PVC, subcutaneamente, na regiªo dorsal de 84 ratos Wistar, divididos em
dois grupos, controle e irradiado. A atividade enzimÆtica foi avaliada segundo a evoluçªo do tecido de granulaçªo aos
5, 7, 10, 14, 17, 20 e 24 dias. Os animais foram irradiados com um feixe de elØtrons de 6 MeV, dose de 1 Gy, 3 dias após
a implantaçªo da esponja, sendo que no momento da irradiaçªo, foram protegidos por uma lâmina de 4 mm de chum-
bo, tendo sido irradiada somente a Ærea correspondente ao local onde encontrava-se a esponja. Considerando-se a
dose e o tipo de radiaçªo empregada, pode-se concluir que houve influŒncia direta da radiaçªo na atividade da enzima
5-nucleotidase e da ATPase no início do processo de reparaçªo tecidual, aos 5 e 7 dias. JÆ a enzima fosfatase alcalina
nªo sofreu a açªo direta da radiaçªo. É possível que o principal fator tenha sido danos nos constituintes celulares que
sªo responsÆveis pela formaçªo do tecido de granulaçªo, determinando a produçªo enzimÆtica conforme a necessida-
de.
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INTRODU˙ˆO
O efeito das radiaçıes ionizantes, decorrente de
sua interaçªo com os tecidos vivos, Ø assunto de
grande interesse, visto que o seu uso tornou-se im-
prescindível, seja no diagnóstico ou na terapŒuti-
ca. Dentre essas, a radiaçªo por elØtrons Ø muito
utilizada no tratamento de lesıes superficiais ou
de mØdia profundidade10,25, como micoses causa-
das por fungos, por ser possível controlar o poder
de penetraçªo do feixe de elØtrons.
Algumas vezes, a associaçªo radioterapia/ci-
rurgia Ø necessÆria7,8. Portanto, Ø importante ava-
liar o comportamento de elementos que contri-
buem para o processo de reparaçªo tecidual,
quando submetidos à açªo de radiaçªo ionizante.
Pesquisas avaliando a açªo da radiaçªo X e de
elØtrons nos tecidos vivos tŒm sido realiza-
das1,2,3,4,5,6,11,14,15,17,21,23,24. Entretanto, a açªo de baixas
doses de radiaçªo de elØtrons no processo de repa-
raçªo tecidual Ø pouco estudada3, nªo sendo
avaliados elementos específicos como as enzimas,
que tŒm um importante papel no desenvolvimento
do tecido neoformado. Dentre as fosfoesterases,
trŒs enzimas participam ativamente na formaçªo
do tecido de granulaçªo: a fosfatase alcalina, inti-
mamente relacionada ao processo de agregaçªo do
colÆgeno sob a forma de feixes atravØs das glicosa-
minoglicanas, agindo na formaçªo das cadeias de
carboidratos; a 5-nucleotidase que tem sua ativi-
dade seqüenciada com a síntese de colÆgeno e gli-
cosaminoglicanas; e a adenosina trifosfatase
(ATPase) que Ø essencial à síntese de colÆgeno e gli-
cosaminoglicanas23.
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O processo de reparaçªo tecidual inicia-se com
a formaçªo do tecido de granulaçªo, tendo como
principal característica vasos neoformados e fibro-
plasia. A organizaçªo tecidual Ø resultado da pro-
duçªo de colÆgeno e molØculas de glicosaminogli-
canas pelos fibroblastos18. À medida que o tecido
torna-se maduro, o nœmero de vasos e cØlulas di-
minui, predominando a agregaçªo de fibras colÆ-
genas sob a forma de feixes. Como a fosfatase alca-
lina, a 5-nucleotidase e a adenosina trifosfatase
participam no processo de reparaçªo tecidual, pro-
pıe-se avaliar o efeito de baixas doses de radiaçªo
de elØtrons na atividade dessas enzimas.
MATERIAIS E MÉTODOS
Foram utilizados 84 ratos Wistar, machos, pe-
sando entre 180 e 300 gramas, com idade entre 60
e 90 dias. Após anestesia intraperitoneal com pen-
tabarbital sódico, foi implantado um disco de es-
ponja de polivinil, para produçªo do tecido de
granulaçªo. Os animais foram divididos, aleatoria-
mente, em dois grupos: controle e irradiado. A irra-
diaçªo foi realizada com um acelerador linear, mo-
delo Mevatron 74 (Siemens) com feixe de elØtrons
com energia de 6 MeV, a uma distância fonte-pele
de 100 cm e dose simples de 1,0 Gy. Somente a
Ærea correspondente ao local onde encontrava-se
implantada a esponja foi irradiada, sendo o res-
tante do corpo do animal protegido por uma lâmi-
na de chumbo com 4,0 mm de espessura.
Nos tempos de 5, 7, 10, 14, 17, 20 e 24 dias, o
tecido de granulaçªo foi removido, lavado em soro
fisiológico, pesado e mantido a baixa temperatura
atØ a extraçªo enzimÆtica, na qual se utilizou solu-
çªo tampªo constituída de Tris-HCl 0,1 M, mer-
captoetanol 1 mM, EDTA 1 mM pH 7,419. Para cada
100 mg de tecido, acrescentou-se 1,0 ml de
tampªo e realizou-se a homogeneizaçªo em homo-
geneizador tipo Potter-Elvehgen. O extrato foi cen-
trifugado a 11.000 giros por 2 minutos e o sobre-
nadante foi utilizado para determinar a atividade
enzimÆtica. A atividade da fosfatase alcalina foi de-
terminada pelo mØtodo de KELLY; BUTLER12
(1975) usando-se como substrato p-nitrofenilfos-
fato. A atividade da 5-nucleotidase foi determina-
da segundo KELLY et al.13 (1975) e da adenosina
trifosfatase segundo SEIDEL; GERGELY20 (1963).
Para as enzimas fosfatase alcalina e 5-nucleoti-
dase, a atividade enzimÆtica foi a quantidade de
enzima capaz de liberar 1 µg de produto/min. a
30”C. Para a ATPase, foi a quantidade de enzima
capaz de liberar 1 µg de fósforo/min. a 30”C.
A mediçªo da quantidade de proteína dos extra-
tos foi feita contra padrªo de proteína de
100 µg/ml, atravØs do mØtodo de LOWRY et al.16
(1951).
RESULTADOS
Os resultados obtidos foram submetidos a tra-
tamento estatístico pelo teste de Tukey, em nível
de 1%, para os grupos dentro de cada período de
tempo e à regressªo polinomial para os tempos
dentro de cada grupo.
DISCUSSˆO
O tecido de granulaçªo, induzido pela implanta-
çªo de esponja, inicia sua formaçªo por volta do
terceiro e quarto dias. A formaçªo desse tecido cor-
responde à fase inicial para que uma regiªo lesada
do organismo restabeleça, se nªo total, pelo menos
parcialmente as suas funçıes atravØs do processo
de reparo. Este processo Ø caracterizado pela sín-
tese de colÆgeno e glicosaminoglicanas pelos fibro-
blastos. Segundo ROSS18 (1965), a produçªo de co-
lÆgeno inicia-se a partir de 15 minutos após a
injœria, sendo detectÆvel de 4 a 7 dias de desenvol-
vimento do tecido. JÆ as molØculas de glicosami-
noglicanas, podem ser encontradas nas primeiras
24 horas, começando realmente a síntese do se-
gundo ao quarto dia. Como apresentado por
VIZIOLI22 (1975), as trŒs enzimas estudadas tŒm
participaçªo ativa na formaçªo do tecido de granu-
laçªo, estando portanto condicionadas ao desen-
volvimento da síntese de colÆgeno e glicosamino-
glicanas.
Avaliando-se a Tabela 1 e o respectivo GrÆfico 1,
observa-se que atØ os 10 dias de evoluçªo do tecido
de granulaçªo, a fosfatase alcalina apresentou
maior atividade no grupo irradiado. Como a radia-
çªo causa danos ao processo de reparo, como de-
monstraram WATANABE et al.24 (1994) e
ALMEIDA3 (1997), sendo que ALMEIDA3 (1997)
usou a mesma dose e tipo de radiaçªo que aquela
utilizada nesta pesquisa, pode-se deduzir que a
maior atividade da fosfatase alcalina nesse grupo
foi decorrente do fato de a fase inflamatória no gru-
po irradiado ter sido mais intensa. Do 14” dia de
evoluçªo do tecido de granulaçªo atØ o 24” dia, ob-
serva-se que ocorre uma inversªo na atividade da
fosfatase alcalina, quando comparados os dois
grupos, sendo que no grupo irradiado, a atividade
dessa enzima apresentou-se menor, porØm nªo
houve diferença estatisticamente significante en-
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tre os grupos estudados, notando-se que houve
uma tendŒncia de comportamento bastante seme-
lhante na atividade dessa enzima.
A atividade da 5-nucleotidase mostrou-se
maior no grupo irradiado em quase todos os tem-
pos, apresentando uma diferença estatisticamente
significante no 5” e 7” dias do experimento, sendo
que somente no 17” dia, o grupo controle apresen-
tou maior atividade; porØm, nota-se que do 10” ao
24” dia nªo houve diferença estatisticamente sig-
nificante na atividade dessa enzima nos grupos es-
tudados, como pode-se observar na Tabela 2 e nos
GrÆficos 2 e 3. Observa-se, contudo, uma tendŒn-
cia no comportamento da atividade da enzima
5-nucleotidase nos dias estudados no grupo irra-
diado, nªo sendo encontrado no grupo controle,
sugerindo que o fator tempo nªo influencia a ativi-
dade enzimÆtica desse grupo. Analisando-se a ati-
vidade dessa enzima, observa-se que os resultados
assemelham-se com aqueles apresentados por
TOSONI et al.21 (1992), exceçªo feita para o 5” e 7”
dias.
A atividade da ATPase mostrou-se menor no
5” dia de evoluçªo do tecido de granulaçªo no
grupo controle, sendo que a diferença em relaçªo
ao grupo irradiado foi significante. Nos demais
tempos estudados, a atividade dessa enzima foi
maior no grupo controle, como pode-se observar
na Tabela 3; porØm, a diferença entre os grupos
nªo foi estatisticamente significante e com uma
tendŒncia de comportamento da atividade da
ATPase muito semelhante nos dois grupos, como
mostram os GrÆficos 4 e 5. JÆ TOSONI et al.21
(1992) observaram menor atividade dessa enzi-
ma no 7” dia do experimento, contudo a dose foi
menor e a radiaçªo empregada foi a radiaçªo X.
Segundo VIZIOLI22 (1975), essa enzima estÆ rela-
cionada com o papel do ATP como fonte de ener-
gia para os processos de síntese do tecido em de-
senvolvimento. Isso poderia explicar o fato de a
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TABELA 1 - MØdia e desvios-padrªo da atividade da fos-
fatase alcalina, em todos os tempos analisados.
Grupos MØdia Desvio-padrªo
Controle  5 dias 1,44 A 0,11
Irradiado  5 dias 1,66 A 0,35
Controle  7 dias 0,94 A 0,27
Irradiado  7 dias 1,16 A 0,63
Controle  10 dias 1,96 A 0,23
Irradiado  10 dias 2,06 A 0,49
Controle  14 dias 2,01 A 0,12
Irradiado  14 dias 1,85 A 0,18
Controle  17 dias 2,01 A 0,27
Irradiado  17 dias 1,54 A 0,13
Controle  20 dias 1,80 A 0,277
Irradiado  20 dias 1,59 A 0,31
Controle  24 dias 2,08 A 0,48
Irradiado  24 dias 1,77 A 0,40
MØdias seguidas de letras iguais nªo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05).
TABELA 2 - MØdia e desvios-padrªo da atividade da
5-nucleotidase, em todos os tempos analisados.
Grupos MØdia Desvio-padrªo
Controle  5 dias 1,07 B 0,15
Irradiado  5 dias 1,66 A 0,24
Controle  7 dias 1,43 B 0,14
Irradiado  7 dias 1,93 A 0,40
Controle  10 dias 1,44 A 0,34
Irradiado  10 dias 1,66 A 0,19
Controle  14 dias 1,00 A 0,15
Irradiado  14 dias 1,25 A 0,27
Controle  17 dias 1,15 A 0,18
Irradiado  17 dias 0,95 A 0,17
Controle  20 dias 1,18 A 0,29
Irradiado  20 dias 1,22 A 0,10
Controle  24 dias 1,34 A 0,22
Irradiado  24 dias 1,46 A 0,35
MØdias seguidas de letras iguais nªo diferem entre si e
mØdias seguidas de letras diferentes diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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GR`FICO 1 - Regressªo polinomial referente à atividade
da fosfatase  grupos controle e irradiado (R2 = 0,3039).
atividade da enzima ATPase ter sido maior, na
maioria dos períodos avaliados, no grupo contro-
le onde hÆ maior síntese tecidual, enquanto no
tecido irradiado, devido à açªo da radiaçªo,
tem-se a presença de um maior nœmero de radi-
cais livres e conseqüentemente uma maior lenti-
dªo no processo de reparo, o que poderia justifi-
car uma menor atividade, ainda que essa
diferença de atividade, entre os grupos controle e
irradiado, nªo tenha se mostrado estatistica-
mente significante. Pode-se observar tambØm
que o maior pico de atividade da ATPase ocorreu
exatamente aos 7 dias de evoluçªo do tecido de
granulaçªo, período correspondente ao início da
neovascularizaçªo, o que estÆ de acordo com os
achados de VIZIOLI22 (1975) que cita estar essa
enzima diretamente ligada às paredes dos vasos
neoformados.
CONCLUSˆO
Pelos resultados desta pesquisa, as enzimas
5-nucleotidase e ATPase tiveram sua atividade
afetada diretamente pela radiaçªo apenas no início
do processo de reparaçªo tecidual. Entretanto, a
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TABELA 3 - MØdia e desvios-padrªo da atividade da
ATPase, em todos os tempos analisados.
Grupos MØdia Desvio-padrªo
Controle  5 dias 3,27 B 0,34
Irradiado  5 dias 4,78 A 0,26
Controle  7 dias 6,68 A 0,45
Irradiado  7 dias 5,87 A 1,24
Controle  10 dias 4,69 A 0,49
Irradiado  10 dias 4,61 A 0,46
Controle  14 dias 4,74 A 0,59
Irradiado  14 dias 4,02 A 0,38
Controle  17 dias 4,71 A 0,54
Irradiado  17 dias 4,59 A 0,72
Controle  20 dias 5,01 A 0,79
Irradiado  20 dias 5,43 A 0,46
Controle  24 dias 4,92 A 0,35
Irradiado  24 dias 4,89 A 0,68
MØdias seguidas de letras iguais nªo diferem entre si e
mØdias seguidas de letras diferentes diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05).
1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Dias
A
ti
v
id
a
d
e
e
n
z
im
Æ
ti
c
a
GR`FICO 2 - Regressªo polinomial referente à atividade
da 5-nucleotidase  grupo controle.
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GR`FICO 3 - Regressªo polinomial referente à atividade
da 5-nucleotidase  grupo irradiado (R2 = 0,8799).
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GR`FICO 5 - Regressªo polinomial referente à ativida-
de da ATPase  grupo irradiado (R2 = 0,1676).
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GR`FICO 4 - Regressªo polinomial referente à atividade
da ATPase  grupo controle (R2 = 0,2069).
fosfatase alcalina nªo sofreu açªo direta da radia-
çªo. Talvez o principal fator tenha sido os danos
causados nos constituintes celulares que sªo res-
ponsÆveis pela formaçªo do tecido de granulaçªo,
determinando a produçªo enzimÆtica conforme a
necessidade.
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BÓSCOLO, F. N.; ALMEIDA, S. M. de; CURY, J. A: LOURENCO, R. M. Activity of phosphodiesterases in granulation tis-
sue submitted to electron irradiation  experimental study in rats. Pesqui Odontol Bras, v. 15, n. 3, p. 223-228,
jul./set. 2001.
The present study evaluated the effect of low doses of electron radiation on the activity of phosphodiesterases in granu-
lation tissue. In order to induce growth of granulation tissue, a PVC sponge disk was introduced under the dorsal skin
of 84 Wistar rats. The rats were divided in two groups, control and irradiated. The enzymatic activity was evaluated ac-
cording to the evolution of the granulation tissue after 5, 7, 10, 14, 17, 20 and 24 days. Irradiation was carried out 3
days after the implantation of the sponge, by means of a linear accelerator, with energy of 6 MeV, and dose of 1.0 Gy.
The results of this study showed that 5-nucleotidase and ATPase had their activity directly affected by irradiation only
in the beginning of the tissue repairing process. Alkaline phosphatase did not suffer any direct effect of irradiation. It is
possible that the main factor has been the damage of the cellular components responsible for the growth of granulation
tissue, which determine the production of enzymes according to the necessity.
UNITERMS: Radiation; Electrons; Granulation tissue; Enzymes; Alkaline phosphatase; Adenosinetriphophatase;
5-nucleotidase.
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